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(57) Abstract 

Vector for the cloning and expression of a 
protein analogs to factor IX in cells, characterized 
in that it comprises at least two points: a DNA se- 
quence coding for said protein analogue to factor 
IX : DNA.FIX; the elements providing for the ex- 
pression of said sequence in said cells. The cells 
transformed by said vectors are useful particularly 
for the preparation of factor IX. 

(57) Abrege 

Vecteur de clonage et d'expression d'une pro- 
teine analogue au facteur IX dans des cellules, ca- 
racterise en ce qu'il comporte au moins: -une se- 
quence d'ADN codant pour ladite proteine analo- 
gue au facteur IX: ADN.FIX; -les elements assu- 
rant ('expression de cette sequence dans lesdites cel- 
lules. Les cellules transformers par ces vecteurs sont 
utiles notamment pour la preparation du facteur IX. 



T /JTG CM CGC GTG'AAC ATG ATC ATG OCA GAA TCA CCA GGC 
met gin arg va I dsn met i le met alJ glu ser pro gly 

50 75 
CTC ATC ACC ATC TGC CTT TTA GGA TAT CTA CTC ACT 
leu lie thr He Cys ; ;u leu gly tyr leu leu ser 

100 

GCT GAA TGT ACA GTT TTT CTT GAT CAT GAA AAC GCC AAC 
ila glu cys thr val phe leu asp his glu asn aid asn 

125 t50 
AAA AT7 CTG AAT CGG CCA AAG AGG TAT AAT TCA GGT 
lys ne leu asn arg pro lys arg tyr asn ser gly 

175 

AAA 17G GAA GAG TTT GTT CAA GGG AAC CTT GAG AGA GAA 
lys leu glu glu phe val gin gly asn leu glu arg glu 

200 225 
TGT ATG GAA GAA AAG TGT ACT TTT GAA GAA GCA CGA 
cys met glu glu lys cys ser phe glu glu ala arg 

250 

GAA GTT TTT GAA AAC ACT GAA AGA ACA ACT GAA TTT TGG 
glu val phe glu asn thr glu arg thr thr glu phe trp 




Vecteurs d' expression du facteur IX, cellules transformees par 
ces vecteurs et precede de preparation du facteur IX. 



La prSsente invention concerne la construction 
de lignSes cellulaires produisant du facteur IX humain 
ou des molecules analogues. 

Le facteur IX est une protSine intervenant au 
5 cours du cycle de la coagulation du sang, II est synth$tis£ 

sous forme d'un zymog£ne et modifi4 post-traductionnelle- 
ment par 1' addition de chaine hydrocarbon£e , l'hydroxy- 
lation d'un acide aspartique et la conversion des 12 
acides glutamiques en acides 2> -carboxy-glutamiques . 
10 Cette dernidre modification depend de la vitamine K 

(Sertina et coll., 1981). 

Le foie est le site de syntr.Sse du facteur IX. 

Le facteur IX possSde une activity rSduite ou 
est absent dans le sang des hSmophiles 3 . L'hSmophilie B, 
15 comme id forme la plus frSquente de 1 ' hSmophilie , 

l'h£mophilie A, se manifeste par un temps d« saignement 
trSs prolongs. Elle est transmise sous forme d'un carac- 
tfire rScessif liS au sexe (Hedner et coll., 1982). 

La nature molSculaire de la dSficience en 
20 facteur IX est "inconnue. 
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Le facteur IX lorsqu'il est fourni 1 des 
hSmophiles B restaure des temps de saignement normaux. 

Pour 1' instant, la seule source disponible 
de facteur IX est le plasma humain, bien que dans certains 
cas la protSine bovine correspondante puisse fitre 
utilisSe. 

Les preparations de facteur IX peuvent Stre 
pyrogSnes (provoquer des fiSvres) et comportent aussi des 
risques de contamination des agents pathogfcnes ou des 
virus tels que le virus de 1'hSpatite et les agents 
vecteurs du S.I.D.A. 

C'est pourquoi il est intSressant de dSvelopper 
un proc£d£ permettant la preparation du facteur IX de 
trds haute purete. Le clonage molSculaire du cADN du 
facteur IX et son expression dans des cellules hates 
particuliSres sont des techniques appropriSes pour obtenir 
des preparations de facteur IX exemptes des risques et 
des complications mentionn£s pr£c£demment . 

La pr£sente invention concerne le clonage du 
cADN du facteur IX et le dSveloppement de vecteurs 
plasmidiques autorisant l'expression du facteur IX dans 
les cellules hStes suivantes : 

1) Bact£ries, en particulier Escherichia coli ; 

2) Levures, en particulier Saccharomyces cerevisiae ; 

3) Les cellules de mammifdres. 

Chaque type de cellules h<3tes periuet, par 
l'intermfidiaire de la technologie des ADN recombinants, la 
synth&se de la protSine du facteur IX qui peut Stre reconnu 
immunologiquement par des anticorps sp£cifiques. 

La prfisente invention concerne des vecteurs de 
clonage et d' expression de protSines analogues au facteur IX 
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dans des cellules, caract£ris§ en ce qu'il comporte au 
noins : 

- une sequence d'ADN codant pour ladite protSine 
analogue au facteur IX : ADN.FIX ? 
5 - les elements assurant 1 'expression de cette 

sequence dans lesdites cellules. 

Ces vecteurs corr.portent , en outre, 4 une 
orlgine de replication dans lesdites cellules et coden.t pour 
un caractSre de selection positif s'exprinant dans lesdites 
10 cellules. 

De faqon g£n£rale, on entendra designer dans la 
pr£sente description par "protSine analogue au facteur IX" 
soit le facteur IX lui-mSme, soit une prot£ine ayant le 
m£me type d f activity biologique in vivo ou une activity 
15 apparentSe, en particulier il peut s'agir d'une protSine 

ayant la rr.5ne structure que le facteur IX I certains amino- 
acides prds, ou bien des fragments cu facteur IX ayant 
I'activitfi essentielle de la nol£cule complete. 

La caractSrisation plus fine des elements du 

20 vecteur depend bien entendu de la cellule hGte. 

1) Cellules hates bacteriennes 

Dans le cas oC les cellules hOtes sont des 

bacteries, par exemple Escherichia coll , les composants 

essentiels de ces vecteurs sont : 
25 1) une origine de replication dans les bacteries ; 

2) un gSne pour l'expression d'une resistance £ 
un antibiotique qui assure une selection 
positive des transf ormants ; 

3) un promoteur qui peut etre reguie, suivi par 
30 un site de fixation des ribosomes. 
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En aval du promoteur et du site de fixation des 
ribosomes, se trouve situS au moins un site de restric- 
tion . pour 1' insertion d'un gSne heterologue, dans le cas 
present le cADN codant pour le facteur IX ou un analogue, 
qui doit etre exprime sous le contrGle du promoteur regulable 
et du site de fixation des ribosomes. 

La presence d'une origine de replication pour le 
vecteur est essentielle pour permettre la replication du 
vecteur dans les cellules bacteriennes correspondantes , 
en particulier dans le cas de E . coli on utilisera, de 
preference, 1 'origine de replication du plasmide pBR322. 
Le plasmide pBR322 presente en effet l'avantage de donner 
un grand nombre de copies er. ainsi d'augmenter la quantite 
de plasnides produisant la protSine desiree. 

Parmi les promoteurs utilisables, on envisagera 
de preference les promoteurs du bacteriophage >s, en parti- 
culier le promoteur principal de gauche note ^>P L * P L est 
un promoteur puissant responsable de la transcription 
prScocc de A. 

II est egalement possible d'utiliser d'autres 
promoteurs du bacteriophage h , notamnent le promoteur de 
droite, P R , ou le second promoteur de droite P' R . 

Bien qu'il soit possible d'utiliser des sites de 
fixation des ribosomes ou sequences d' initiation do la 
traduction trSs varies, on prefSre utiliser -elle de la 
proteine ell du bacteriophage A qui sera nominee ci-aprfcs 
AcIIrbs. 

Comme cela sera demontre, il est egalement 
possible d'utiliser des sequences synthetiques , en particulier 
tout ou partie de la sequence : 

ATAACACAGGAACAGATCTATG 
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Le vecteur en cause peut comporter, en outre, de 
preference une fonction d'antiterminaison de transcription 
codSe par exenple par le gdne N de A note *N. En presence 
du produit de transcription du g§ne N la transcription £ 
partir de P L se poursuit au dell de la plupart des signaux 
stop. 

Ceci Scarte les problSmes poses par un arret 
premature de la transcription qui peuvent se produire 
lorsque les g§nes Strangers clones pr^sentent de tels signaux 
stop. En outre, il a ete demontre que l'expression & partir 
de P L est an§lior5e dans un environnement N . 

Toutefois, la presence de cette fonction n'est 
pas indispensable . 

Afin d'gcarter les problSmes de toxicity et 
d 1 instability du systSme hGte-vecteur en cas de production 
en continu de grandes quantitSs d'une proteine etrangdre, 
il est nScessaire d'adjoindre un systSme controlant 
1* activity du promoteur 

De preference, le contr<51e par la temperature 
de la synthase de la proteine fitrangdre est effectu6 au 
niveau de la transcription au noyen d'un represseur 
thermosensible code dans la bacterie hate, par exemple 
CI357 qui rfiprime l'activite de P L £ 28°C mais qui est 
inactive d 42°C. Le represseur agit sur 1'operateur 0 T 
qui est adjacent au promoteur P L . Bien que *ans le cas 
precedent une partie du systSme d'expression thermo- 
inductible soit partie intSgrante de la bacterie hGte, 
il est possible de prSvoir que ce systSme fasse partie du 
vecteur lui-mSme. 

Dans le cas du vecteur spScifique dScrit ci-aprSs 
et utilisfi pour exprimer le facteur IX dans E . coli (pTG951) , 




la resistance a L ' antibiotique est obtenue par le g£ne de 
la ^-lactamase qui confSre 5 la bacterie une resistance a 
1 'ampicilline (Amp r ) mais il est possible d'utiliser d'autres " 
gSnes de resistance. 
5 Si de 1 'ampicilline se trouve dans le milieu de 

culture, seules les cellules exprimant le gSne de la 
P»-lactamase peuvent croltre, De cette faqon le presence 
d'une resistance 3 un antibiotique sur le vecteur d'expression 
permet la croissance des seules cellules portant ce plasmide. 
10 Les exemples ci-apr£s decriront la preparation de 

certains vecteurs, notamment de pTG320 qui assure 1* expression 
du .acteur IX dans E . coli . 

La presente invention concerne en outre les 
bacteries, notamment les souches de E . col 1 , transformees 
15 par les vecteurs selon 1* invention par des techniques connues 

et dont certaines seront rappeiees dans les exemples. 

Enfin 1' invention concerne un procede de preparation 
du facteur IX dans lecuel on cultive sur un milieu de culture 
des bacteries transformees comne decrit precedemment et dans 
20 lequel on recupSre ensuite le facteur IX forme. 

Les milieux de culture mis en oeuvre sont connus 
de I'homme de metier et devront etre adaptes A chaque souche 
cultivee. La culture sera de preference effectuee en 
pre^once de 1 ' antibiotique a l'encontre duquel la souche 
25 transformee est devenue resistante. 

Le facteur IX est purif ie apres eclatement des 
cellules par des techniques connues comme la separation sur 
colonne d'affinite ou la chromatographic d'exclusion. 

La presente invention comporte, bien entendu, 
30 d'autres aspects, notamment les plasmides bacteriens qui 

seront decrits dans les exemples ainsi que leurs mutants 
et derives et de faqon genSrale les procedes de fermentation 
des bacteries transformees ainsi que le facteur IX ainsi 
obtenu. 




2) Les levures 

Les composants du vecteur d'expression du 
facteur IX dans des levures sont similaires A ceux 
utilises pour les vecteurs d'expression dans E . coll , 
5 Ces vecteurs comprennent : 

1) une origine de replication dans les 
levures ; * 

2) un promoteur de levure qui peut fitre 
r€gulS et un terminateur de transcription ; 

10 3) un systSme de selection susceptible 

d'etre mise en oeuvre dans les 'levures ; 

4) une origine de replication dans E. coll ; 

5) un g§ne pour l'expression d'une resistance 
& un antibiotique dans E. coll , 

15 Le vecteur utilise pour exprimer le facteur IX 

dans les levures (?TG834) contient deux origines de 
replication. La premiere, celle de pBR322, autorise la 
replication dans E. coli , tandis que la seconde, prise 
dans le plasmide 2 p de levure, autorise la replication 

20 pLasmidique dans la levure. 

La resistance a 1 ' ant ibiotique est fournie 
par le gene de la P-lactamase qui confere une resistance 
1 1 •ampicilline et ainsi un marqueur seiectif dans 
E. coll . 

25 Ce vecteur contient egc. stnent le gSne de 

levure URA3 qui compiemente la mutation correspondante 
dans les levures ura3~. Sur milieu minimum, ceci sert 
comme systdme de selection pour seiectionner les 
cellules portant les plasmides. 
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Le promoteur et le terninateur de transcription 
pour 1' expression d'un g§ne h$t§rologue proviennent du 
g§ne de la phosphoglycSrate-kinase de levure (PGK) . Les 
gdnes h§t£rologues qui doivent Stre exprimSs sont clones 
dans le site unique Bglll qui est situ£ entre le promo- 
teur et le terminateur de PGK 4 . 
3) Les cellules de mammifSres 

Dans le cas oQ les cellules hates sont des 
cellules animales, les §16ments d 'expression proviennent 
le plus f r£quemment de genomes de virus, par exemple 
des virus de la famille des Papovaviridiae tels que 
SV40 (virus simien 40, polyomavirus) ou le BPV (virus 
du papillome bovin, papillomavirus) . Mais on peut 
utiliser d'autres virus tels que des adenovirus. 

Les £l£ments d'expression des vecteurs selon 
1' invention comprendront au moins un promoteur d'origine 
virale. Ainsi, dans les. vecteurs derives de SV40 on peut 
utiliser le promoteur des gSnes tardifs ou prSccces, 
mais ce promoteur peut provenir d'un virus different, 
ainsi dans le vecteur derive du BPV on utilisera le 
promoteur du gSne de la thymidine kinase du virus Herpes 
simplex . 

Afin d'amSliorer 1 ' express ion , les vecteurs 
selon 1' invention peuvent comprendre egalement des introns 
et des sites de polyad§nylation situ4s dans cet ordre 
3 l'extr^mitS de la sequence d'ADN clon£e. Ces £l£ments 
peuvent, 11 aussi, provenir du virus vecteur ou bien 
Stre exogSnes, Ainsi, dans le vecteur BPV les sites de 
polyadenylation proviennent de SV40. Parmi les introns 
utilisables, il faut citer l'intron I du g§ne de la 
J* -globine de lapin, bien que cela ne soit nullement 
limitatif . 
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Enfin, un vecteur d 'expression autonome doit etre 
capable de se repliquer dans les cellules h$tes, le vecteur 
devra done comporter une origine de replication , par exemple 
origine de replication de SV40 ou de.BPV. En outre , le vecteur 
devra eventuellement etre capable d'exprimer les proteines 
necessaires a son maintien et a sa replication dans lesdites 
cellules conune l'antigene T pour SV40. 

Dans certains cas, les vecteurs comportant 
1' ensemble de ces elements peuvent devenir trop importants 
pour etre utilisables, dans, ce cas certains des elements 
necessaires au maintien et 1 la replication du vecteur 
peuvent- etre apportes par 1 ' intermediate d'un autre 
vecteur ou bien etre produits par les cellules elles-memes, 
en permettant de supprimer les parties correspondantes 
dans le vecteur. 

Dans certains cas ii peut etre interessant d'intro- 
duire dans le vecteur d'expression un marqueur, g£ne de 
selection positive ou negative dans les cellules hates,, 
ainsi par exemple un gene de resistance k un compose chimique 
particulier. Dans le cas de la construction BPV, ce gene est 
le gene codant pour la dhfr (dihydrofolate-reductase) qui 
confere aux cellules la resistance au methotrexate. 

Ce g£ne de selection permet la manipulation des 
vecteurs dans les cellules hStes et peut, dans certains cas, 
assurer leur maintien. 

Les vecteurs ainsi obtenus sont utilises pour 
transformer les cellules eucaryotes correspondantes selon 
des processus connus. 




Dans le cas des cellules de mammif §res , la 
transfection peut Stre effectuSe par exenple par la m^thode 
dScrite par Wigler et coll., 1978 pour les ADN cellulaires, 
par des techniques de fusion de protoplastes ou de micro- 
^ injections, d'autres techniques sont connues lorsque le 

vecteur est sous forme virale. 

Les cellules hGtes de mammif$res peuvent Stre 
varices mais adaptSes au vecteur mis en oeuvre. 

Les cellules transformSes ou transfectSes sont 
IQ cultivSes sur un milieu appropriS assurant leur croissance. 

AprSs culture, les cellules sont r£colt£es et la 
protSine du facteur IX peut Stre isol§e par des techniques 
connues dans le domaine de purification des protSines et 
des antigSnes. 

15 La rr^cente invention concerne Sgalement les 

levures et les cellules de mannifSre transf ornSes , les 
?roc§d£s de culture de ces cellules ou levures et les 
facteurs IX ou analogues ainsi obtenus , ainsi d'allleurs 
que les proteines analogues au facteur IX obtenues au moins 

20 en partie par culture de cellules bactfiriennes , de levures 

ou de mammif Sres. 

D'autres caracteristicues et avantages de la 
prSsente invention seront mieux conpris a la lecture des 
exenples ci-aprSs et des dessins ci-annexSs sur lesquels : 

25 - la figure 1 reprSsente le schema de la sonde, de facteur IX 

avec les modifications effectuSes, 

- la figure 2 reprSsente la stratSgie de s^quenqage de 
1' insert de cADN de FIX, 

- la figure 3 repr§sente le sSquenqage obtenu, 
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1 - la figure 4 represente la region codante et les 250 
nucleotides de la region non codante 3* de pTG397, 

- la figure 5 represente la strategie de preparation 
de M13tg3ll, 

5 - la figure 6 represente la strategie de preparation 

de M13tg315, 

- la figure 7 represente la strategie de preparation 
de pTG907, 

- la figure 8 represente la strategie de preparation 
10 de M13tg910, 

- la figure 9 represente la strategie de preparation 
de pTG908, 

- la figure 10 represente la strategie de preparation 
de pTG909, 

15 - la figure 11 represente la strategie de preparation 

de OTG941, 

- la figure 12 represente la strategie de preparation 
de pTG3 20, 

- la figure 13 represente la strategie de preparation 
20 de pTG332 

- la figure 14 represente la structure de ?M0P, 

- la figure 15 represente la strategie de preparation 
de pTG326, 

Les intitules des figures suivantes sont simplifies : 
25 - la figure 16 est une photographie des immunoprecipites 

des produits de fermentation bacterienne, 

- la figure 17 est une photographie des immunoprecipites 
des. produits de fermentation de levure, 

- la figure 18 est une photographie des immunoprecipites 

30 des produits de fermentation de culture cellulaire NIH 3T3, 
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- la figure 19 est identique a la figure 18 ma is culture 
avec -des concentration diff£rentes de methotrexate, 

- la figure 20 est identique a la figure It mais avec 
inmunoprGcipitation avec un antiserum, 

5 - la figure 21 est identique a la figure 18 mais culture 

de cellules LMTK avec une immunocompStition , 

- l.i figure 72 est identique h la figure 18 mais 
incubation avec des prScurseurs radioactifs. 

Les exenples ci-apr§s sont pr€sent£s de la 
10 faqon suivante : 

a) obtention d'un clone de cADN correspondant au facteur 
humain et clonage de ce cADN sur un phage, 

b) clonage de ce cADN dans un vecteur bact£rien, 

c) clonage de ce cADN dans un vecteur de levure, 
25 d) clonage de ce cADN dans un vecteur pour cellule 

de nammif^re, 

d) mise en Evidence de 1 'expression du facteur IX grfice 
3 ces diff Srents vecteurs. 
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Obtentlon d'un clone de cDNA correspondant 
au facteur IX humain 

Pour obtenir un clone de cDNA correspondant au 
facteur IX humain, on utilise une sonde constitute d'un 

5 oligonucleotide synthetique unique. Compte tenu que seule 

la sequence d'acide amine du facteur IX bovin est connue, 
une strategie possible aurait pu §tre de composer un 
oligonucleotide permettant de trouver un clone de facteur 
IX bovin dans une banque de cDNA de foie de bovins. Ce 

0 clone de facteur IX bovin aurait pu Stre ensuite utilise 
comme sonde dans une banque de cDNA de'foie humain pour 
obtenir le clone humain correspondant, 

De fagon surprenante, il a ete possible d'obtenir 
directement le clone du facteur IX 3 partir d'une banque 

5 de cDNA de foie humain en utilisant 1 1 oligonucleotide 

synthetique, ce qui a ecarte la n£cessite d'effectuer une 
premiere selection dans une banque de cDNA de foie de 
bovins. Cctte strategie est distincte de toutes celles 
qui ont ete utilisees jusqu'S maintenant (Choo et coll., 

0 1982 ; Karachi et coll., 1982) pour obtenir des clones 

ce cDMA de facteur IX : nous avons utilise une seule 
sonde oligonucleotide tr£s longue, au lieu d'un melange 
c'oligonucieotide plus court qui couvre tous les 
rearrangements possibles des codons . 

1 . Isolation de RNA messagers pclyadenyl^s 
et synthese du cDNA 

Un foie fut obtenu post-mortem et rapidement 
refroidi dans 1' azote liquide. Le RNA est prepare a 
tO partir de 5 g de foie en utilisant la technique d'extrac- 

tion au chlorhydrate de guanidium 8 M, tel qu'il est 
decrit par Tolstoshev et coll., 1981. 
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Le RNA ainsi obtenu est chromatographic sur une colonne 
de polyU-Sepharose (Pharmacia) comme cela est indiqufi par le 
fabricant de fa?on & obtenir un extrait enrichi en RNA contenant 
du poly-A. Les sequences de poly-A servent de guide pour la transr- 

5 criotion reverse en utilisant des oligo (dT) comme "amorce" f le cDNA 
a 6t6 synthGtisS en utilisant 100 uL de rfiactif contenant 
100 nM Tris-HCl, pH 8,3, 10 mM MgCl 2 ,50 mM KC1, 30 mM - 
mercaptoethanol, 10 ug/ml d'oligo (dT) , 50 ug/ml poly-A-RNA, 
0,5 nM de chaque de dATP, dGTP , dTTP , et dCTP, 80 unites de 

0 transcriptase reverse de virus de myoblaste avien (Life 

Sciences Inc.,). Apr§s 45 minutes d 42°C, la reaction est 
terminSe et le complexe de cDNA-RNA d§natur§ par chauffage. a 
105°C pendant 3 minutes puis est transf£r§ rapidement sur 
bain de glace. 

5 Pour la synthase du second brin de DNA, le melange 

rSactionnel pr§c§dent est dilu§ 5 fcis et ajust§ jusqu'l une 
concentration finale avec 1C0 mM HEPES-KOH, pH 6,9, 100 mM KC1, 
200 -M de dATP ^ dGTP, dTTP, et P32-cCTP • (activity specif ique 
0,5 Ci/mr.ole) . 10 unites de polymerase DNA de E . coli (frag- 

) ment Klenow, (Boehringer Mannheim) sont ensuite ajout*es et 
1' incubation est effectuSe a 25°C pendant 2 heures. 

Le cDNA double brin (dscDN'A) est extrait avec un 
volume §gal de phSnol : chloroforme (50 : 50) saturS avec 
10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA et pr£cipit§ deux fois a 

> l'Sthanol. Approximativement 970 ng de dsCDNA sont obtenus £ j 
partir de 5 ug de poly-A-RNA. Les extr§mit4s sont rendues 
franches par digestion avec 5 unites de nuclease SI dans un 
milieu rSactionnel de 0,1 ml contenant 30 mM d'acState de 
sodium, pH 4,8, 300 mM NaCl, 3 mM ZnCl 2 . Aprds 1 heure 5 37°C, 

3 l'EDTA et SDS sont ajoutSs jusqu'5 une concentration finale 
de 10 mM et 0,1 % respectivement et le melange rSactionnel 
est chauffS a 65°C pendant 5 minutes. 
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Le dscDNA digere par SI est alors applique sur un gradient ' 
de sucrose pr6-Stabli 5-20 % contenant 100 mM Tris-HCl pH 7,5, 
5 mM EDTA, 100 mM NaCl, et centrifuge a 30 000 tours par 
minutes & 15°C pendant 16 heures sur un rotor SW60 Ti. Les 
fractions de 0,5 ml sont collectSes. Pour determiner la taille 
du cDNA, un iil de chaque fraction est pass6 en eiectrophorfcse 
sur un gel d* agarose neutre et la migration de chaque fraction 
est comparSe avec un marqueur de poids moieculaire approprifi. 
Les fractions contenant des cDNA plus grands que 1 kilobase 
sont rassemblfies puis prScipitfies avec 2 volumes d'Sthariol 
pendant une nuit en presence de 5 ug de tRNA de E. coli comme 
support. Le precipite est remis en suspension dans 20 ul 0,1 
x SSC (5 mM NaCl, 0,5 mM de citrate de sodium pH 7,0). 

II • Clonage du cDNA 

Des elements d'extrfimitfis homcpolymdres (approximative- 
nrent 15 dCMP) sont ajoutSs a l'extremite 3' du cDNA en utilisant 
la transferase d§oxynucl5otidyl terminale (Deng et coll 1981.). 
De maniSre sinilaire des elements d'extremites homopolymdres poly 
dGMP (approximativement 10 dGMP) sont ajoutSs aux extremites 
3* du plasmide pBR322 prealablement dig5r6 avec l'enzyme de 
restriction Pstl. 

60 ng de cDNA possedant des extr4mit§s de pcly-CdCMP 
et 1 pg du vecteur prepare dans les conditions du paragraphe 
precedent sont chauffes pendant 2 heures 5 42°C dans 10 mM 
Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM NaCl. Les plasmides recombinants sont 
utilises pour transformer la souche E . coli 8739 (Murray et 
coll. 1977) et les transf ormants sont seiectionnes sur plaque 
d'agar-LB contenant 15 ug/ml de tetracycline. On obtient 
30 000 transformants dont environ 50 % comportent un insert de 
cDNA superieur a 1 kilobase. Tous les transformants sont 
preieves des plaques dans un volume minimum de LB et apr£s 
addition d'un volume egal de glycerol, la banque obtenue est 
stockee a -20°C. 
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III Selection et synthase de la sonde oligonucleotide 
pour le facteur IX 
1 755 nucleotides de la sequence codant correspondant 
a la protSine bovine synth6tis§e par le foie sont analyses 

5 (voir Mac Gillivray et coll 1980 et Chung et coll 1981) de 

fa<;on a mettre en evidence les codons utilises pr6f erentielle- • 
ment.N'ous avons sSlectionn^ une sequence de 52 bases. Cet 
oligonucleotide est construit de la fa?on suivante : ' 

Oligonucleotide A d (CTCACACTGATCACCATCCACATACT) , 

0 B d(GCTTCCAGAACTCTGTAGTCTTCTCA) , le fragment compiementaire 
C d (GGAAGCAGTATGT) sor.t synthetises chimiquement par la 
r.ethode phosphotriester sur un support solide inorganique 
comme cela a ete decrit precedemment par Kohli et coll 1982 
et purifies par HPLC comme decrit par Frit2 1978 . 

3 0,5 nmole d ' oligonucleotide 3 sont mis en incubation 

pendant 30 minutes £ 37°C dans un milieu reactionnel de 10 ul 
contenant 60 mM Tris-HCl pH 7,8, 6 r.M MgCL 2 , 6 mM dithiothrei- 
tol, 0,1 mM d 'ATP , 6 pmole ?3Z-;.T? (3000 Ci/mmole) , 2 unites 
de kinase T4 polynucleotide • L'oligomSre B 5' phosphoryie est 

3 melange avec 0,5 nmole d •oligonucleotide A et C dans 10 mM 

Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, chauffe 1 100°C et le melange est 
traite par ref roidissement lent a 4°C. Le melange reactionnel 
des oligonucleotides A et B est ligue dans 50 ul de melange 
reactionnel nontenant 66 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 7,5 

) mM MgCl 2 , 2 mM dithiothreitol , 0 , 5 mM spermidine, 0,2 mM EDTA, 
4 unites de ligase DNA T4 a 4°C- pendant une nuit. Le 52mer 
resultant est alors purifie du melange de ligation par eiectro- 
phordse sur gel de polyacrylamide 5 20%. 
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IV - Analyse de la banq ue de cDNA de foie humain 
10 00C colonies environ sont mises en croissance 
pendant une nuit sur une plaque d'agar LB contenant 10 ug/ml 
de tetracycline. Le jour suivant, les colonies bacteriennes 
sont transferees sur filtres de nitrocellulose et les filtros 
sont prepares pour 1 • hybridation sur des colonies essentiel- 
lement comme cela a ete decrit par Grunstein et coll. 1979. 
Les bacteries restantes, sur les plaques a la tetracycline' 
d'origine, sont remises en croissance pendant quelques heures 
3 37°C. 

La sonde d • hybridaf on est preparee par kination 
de 100 ng du 52mer avec 50 ^ de P32-ATP. L ' hybridation 
est effectuee a 48°C pendant une nuit dans 40 ml de 6 x SSC 
et 1 X de solution de Denhardt, 0,1 % SDS, 50 pg/ml d'E. coli 
tRNA. Le jour suivant les filtres sont laves a 42 8 C plusieurs 
fois avec une solution de 6 x SSC, 0, 1 h SDS. Les filtres 
sont sechSs puis autoradiographies pendant une nuit. 

RESULT ATS 

La sequence d 'amino-acide du facteur IX bovin 
(voir Katayama et coll. 1979) est analysee pour trouver une 
sequence longue composee d'acides amines determines par des 
codons faiblement degeneres. La sonde a ainsi ete realisee 
pour correspondre aux acides amines 36 a 52 du facteur IX 
bovin, qui correspond a 4 acides amines codes par 4 codons 
(thr, val, gly) , 12 acices amines codes par 2 codons (glu, 
lys, phe, gin, tyr, asp, cys) et 1 acide amine code par 
1 codon (trp) (figure 1). 

Ensuite, 1' analyse de 585 codons de la prothrombine 
bovine et du fibrinogene bovin ont revele que le codon valine 
GTG est utilise 21 fois sur 38. De meme, TTC et TGT sont 
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utilises deux fois plus f r€quemment que les autres codons 
d6g£n$rSs dar.s le cas des amino-acides phe et cys, 
respecttvement . 

Aucune autre preference trds nette ne se detache a 
5 1' analyse, toutefois, certains nucleotides sont trouves peu 

frequemnent en 3§me position pour certains codons, par exemple 
G dans le cas de la glycine et de la threonine. 

En outre 1 • appariement G:T bien que moins stable que 
la paire de bases G:C contribuera au moins 5 la stabilisation 

10 de 1 'hybridation du 52mer durant 1 1 hybridation de la colonie, 
tandis que 1 ' appariement A:C ne le fera pas. 

Ainsi G a £t£ choisi pour chacun des acides amines 
(glu, lys, gin) dans lesquels le choix en 3£me position du 
codon d§c£n£r§ etait soit G soit A ; de m5me T a ete choisi 

15 par rapport 3 A dans le cas des acides amines tyr et asp.Compte 
tenu de ces considerations le choix s'est limite d T ou G comme 
nucleotide en 3ene position pour la threonine et la glycine, 
toutefois corane cela a ete indique pr§cedernment , G se trouve 
peu f requerrjnent en 33me position des codons de la threonine. 

20 Ainsi on a choisi T pour l'un des codons de la threonine et 
de faqon & ecarter un probiene possible d'une structure 
secondaire a l'interieur du 52mer, choisi T en position 3 pour 
la glycine et A en position 3 pour le second codon de la 
threonine . 

25 

select ion _de_la_bangue_de_cDNA_hum 
dy_£i20S_£e_f acteur_IX 

Lorsque l'on a eu realise la sonde 52mer, la strategie 
d'origine etait d'utiliser ce 52mer pour seiectionner la 
30 banque de cDNA de foie de bovin et ensuite utiliser ce clone 
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de cDNA de facteur IX bovin sous forme d'une sonde pour une 
banque de cDNA de foie humain. Cette strategie reposait sur 
une hypothSse de generalisation ae 1' homologie conaue dans les 
sficuences d'acides amines a l'extr€nitfi N des prolines bovines 
et humaines (voir Di Scipio et coll., 1977). 

En s'appuyant sur cette homologie interspScif ique dans 
les sequences d ■ amino-acides , on a effectue une selection 
paralieie d'une banque de foie de bovin et de foie humain. 

Les conditions d ' hybridation et de lavage employees 
furent peu sevdres car l 1 homologie actuelle entre la sonde 
52mer et le cDNA de facteur IX etaient inconnus. 

Differentes colonies dans la banque de cDNA bovin 
donnSrent des signaux positifs par selection avec 
la sonde 52mer. Dans la banque de cDNA de foie humain, une 
colonie a ete obtenue, qui donne un signal dans les 
conditions nises en oeuvre. Conpte tenu du fait que la prSsente 
recherche a ete effectuee dans le but d'isoler un cDNA de 
facteur IX humain, il n'a pas ete effectue d'autres analyses 
sur les clones bovins et tous les efforts se sont portes sur 
le clone humain. 

De fa^on 3 etablir que cette colonie corresponde au 
facteur IX humain, le plasmide recombinant est dig£re 
avec PstT et 1' insert de cDNA excise est transfer dans le 
phage M13mp8 (voir Messing et coll 1982) puis sequence en 
utilisant des dideoxynucieotides comme terminateurs de chalne 
(voir Sanger et coll 1977) . La sequence obtenue correspondant 
aux nucleotides 1-180 de la figure 3. La sequence d'amino- 
acide deduite confirme que le clone est un clone de cDNA de 
facteur IX humain. 
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La sequence plus complete de 1" insert de cDNA de 
ce clone (pTG397, est determine, en combinant l es methodes 
de Maxam et de Gilbert, 19 8o, ou de Sanger, a partir de 
segments de restriction sous clones dans M13mp9. La strategie 
de sequencage est representee dans la figure 2. La sequence 
obtenue est indiquee dans la figure 3. 

DISCUSSION DU RESUT.TflT 

En employant une sonde oligonucleotide unique ii A 

"ZT« ??Tr clone de facteur IX — ~> 

huma(n P fier Une sec °nde banque de cDNA de foie 

hu m in, un autre clQne spficifique de 

contenant un insert de 2,6 kb est isole 

de la ^'TJV' ^ PTG398 SitU5 aU nUCl6 ° tide <»* 

de PTG 3 7 e t ^ ^ ^^r-it. non traduite 3- 

de PTG397 est incomplete et que 1 'extrSrr.ite complete 3- non 
traduite a une longueur d 'environ 1,7 kb . 

La sequence de la region codante entiere et des 250 
nucleotides de la region non codante 3' de P TG397 \ A 
sentes dans la figure 4. P SOnt repc *- 

Plus de 75 % de cette sequence ont ete etablis sur les 

I::::-,:: observ v ne diff4rence ia — - 
cH^rx : e par Kurachi et — 

por " une transition au nucleotide 581 

de la sequence d amino-acide du peptide de connection du 

" C ° nfirme la P'--c de threonine dans cette 
position. Ces donnees suggerent que comme pour d'autres 
prolines seriques le facteur tv , 

1978) ^ ^ facteur IX est polymorphe (voir Cooper 
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En considSrant 1 1 utilisation des codons de substitu- 
tion G:T et 1 ' elimination de la structure secondaire possible 
dans la sonde de nucleotide, on a pu obtenir un 52mer unique 
qui s'est reveie etre utile de fa^on satisf aisante comme sonde 
pour le seguencage d'un clone unique. Le 52mer choisi est 
horologue avec la sequence clonee pour 43/52 nucleotides 
tandis que 2 appariements errones sont des paires G:T. 

Ceci reflate une honologie a 85 % dans les sequences 
de nucleotides interspecif iques observes precedenment . 

§£Ey£SM£? ^t2§£§i§.?y.S2?iA - de - facteur_IX 
'La connaissance des sequences de nucleotide du cDNA 
de facteur IX perrr.et de deduire la sequence d ' amino-acide codee 
de la proteine correspondante . L' insert de cDNA de pTG397 
reveie les caract<§ris tiques suivantes du facteur IX hunain : 

a. Le facteur IX est une proteine ccntenant 415 
acides amines. Dans la figure 3, les nucleotides 
140-1334 cedent pour le facteur IX humain. 

b. Le facteur IX humain est synth£tis£ sgus forme d'un 
precurseur avec une sequence signal attache et une 
sequence de preproteine. Ceci est une caracter is tique 
commune a toutes les proteines qui sont destinees £ 
etre secretees. Dans le cas du facteur IX, il y a 
une sequence signal classique d'environ 25 amino- 
acides codees par les nucleotides 2-76, inclus. 
L'extension hydrophobe des amino-acides est normale- 
ment eiiminee pendant la secretion de la proteine 3 
I'exterieur de la cellule. Les nucleotides 77-139 
inclus codent pour une sequence de preproteine qui 
probablement rapidement aprSs la secretion est 
eiiminee de la forme mature du facteur IX, (commen- 
<;ant avec la tyrosine au nucleotide 140) . 
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Comme cela est souvent trouvC d la fin de la sequence 
de preproteine, la structure d 1 amino-acides dibasiques lys- 
arg est trouvee a la jonction entre la sequence de preproteine 
et le premier amino-acide du facteur IX mature.* 

5 c. La forme activee du facteur IX (IXa) est produite d 

partir de la forme inactive ou zymogSne du facteur IX par 
hydrclyse de deux liaisons peptides par le facteur XI active 
. (XIa) . Ces liaisons peptides sont trouv§es entre les amino- 
acides arg-ala (nucleotides 572-577) et val-val (nucleotides 

10 677-662) . Le peptide le plus long de 35 amino-acides lib£r§ 
pendant l'activation du facteur IX est appeie le peptide 
d'activation. Le facteur IXa est ainsi compose de deux chalnes 
polypeptidiques : une chalne legSre de 145 amino-acides 
(nucleotides 140-574) et une chalne lourde de 235 amino-acides 

15 (nucleotides 680-1354) . Les chalnes l£c$res et lourdes du 

facteur IXa sont maintenues ensemble par ces ponts disulfures. 
La chalne lource cor.prend un site actif typique de la serine- 
protease (met-phe-dys-ala-cly , nucleotides 1181-1195) de mSrr.e 
cue d'autres residus importants dans l'activitfi catalytique 

20 de la ser ine-protease typique. La chalne iec§re ccntient 12 

unites d'acide clutamique qui sont Y-carboxyles pour produire 
l'acide Y-carboxy-glutamique par un processus qui depend de 
la vitamins K (voir figure 4) . Ceci est important dans la 
fixation du facteur IXa au Ca , a la membrane phospholipidique 

25 membranaire et au facteur Villa dans le cycle de coagulation. 




d. Au contraire du facteur IX bovin qui a 4 sites pour 
la. fixation d' hydrate de carbone, le facteur IX humain a 2 sites 
potentiels pour 1 'attachement des hydrates de carbone. Ces 
sites sont tous situ§s dans le peptide d • activation , aux 
nucleotides 608-616 et 638-646, et contiennent la sequence 
typique asn-x-thr/ser . Par contraste le facteur IX bovin a 4 
hydrates de carbone attaches dont la structure a £t§ r£cemment 
d^terminSe par Mizurochi et coll (1983). 
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PREPARATION DU cDNA DE FACTEUR IX CLONE NECESSAIRE 
POUR L ' EXPRESSION 
(Voir' figures 5 et 6) . 

pTG397 a 6t€ mis en digestion avec l 1 enzyme de 
restriction Pstl. Comme la banque de cDNA a §t€ clonfie par 
des extr§mit§s G/C dans le site Pstl de p3R322 et en outre 
que le facteur IX de pTG397 ne contient pas un site interne 
de reconnaissance Pstl, ce traitement libSre un cDNA intact 
de 2,1 kb ccrrespondant au facteur IX, avec des extr#mit£s 
susceptibles d'etre clonfies dans les sites Pstl. Le fragment 
de cDNA facteur IX est transfSre par des procedures standards 
dans le phage M13MP8 qui a 6t6 prScSdemnent mis en digestion 
avec hstl et traitfi avec la phosphatase alcaline. Les phages 
recombinants sont utilises pour transfecte- une souche de 
E. coli JM103- 
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Le phage recombinant M13tg397B est utilise comme 
source de cDNA de FIX comme cela sera decrit ci-aprfcs. 

Le cDNA de facteur IX contient un site de reconnais- 
sance unique pour 1' enzyme FnuDII qui reconnait la sequence 
de tetranucieotide CGCG situ€e sur les nucleotides 7-10, 
Par digestion de M13tg397B avec PstI et FnuDII on obtient un 
grand fragment et de nombreux petits fragments, correspondants 
a 19 sites de reconnaissance pour FnuDII dans M13MP8. Le 
fragment le plus grand correspondent au fragment FnuDII :PstX. 

Ce fragment ecarte 9 nucleotides et 
les extr£mit£s G/C de l f extremite 5' du cDNA de facteur IX. 
II a 6t6 considers comme important d'Scarter les extr£mit$s 
G/C de l'extrgmite 5' de faqon 5 augmenter l f expression et la 
stability du cDNA de facteur IX dans le vecteur d'expression. 
En eiiminant ces 9 nucleotides, on eiimine un ATG de la 
sequence signal. II n'est pas sQr toutefois que cet ATG, soit 
l'ATG qui initie la traduction. La portion du facteur IX 
eiiminee par digestion avec FnuDII est dans la sequence signal 
et en consequence n'est pas important pour I'activite du 
facteur IX. 

Pour obtenir un site c'enzyne de restriction satis- 
faisar.t de part et d'autre du fragment FnuDII/PstI de facteur 
IX, ce fragment est clone dans le phage M13tgl20 prealablement 
digere p*r Hindu et PstI. AprSs transformation dans la cellule 
corr.petente JM103, les plages de recombinant blanches sont 
identifiees comme cela a ete decrit prficedenment . 

Des repliquants de M13 sont prepares 3 partir des 
plaques blanches et 1' analyse des sequences de nucleotides du 
phage recombinant M13tg311 confirme que la construction correcte 
a ete obtenue. 
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M13tg311 permet I'excision du cDNA de facteur IX 
en utilisant une combinaison d'enzymes EcoRI et Bglll ou par 
combinaison de BamHI plus Bglll • La sequence de nucleotide 
3 l'extrfimite 5' du fragment excise avec BamHI plus Bglu 
est la suivante : 

1 10 20 30 
5 1 G GATCCGTCCGTGAACATGATCATGGCAGAATCACCAGGC 

/ -----a - a ---xks -------------- ---------> 

BanHI 

CTGCA G A GATCT 

/ / 

/ < 
PstI Bglll 

La portion souligr.ee de cette sequence represente la 
portion du clone de cDNA de facteur IX provenant du fragment 
FnuDII/PstI de M13tc3973. Le reste du clone provient du vecteur 
M13tgl20. La portion dcublement soulignSe de cette sequence 
indique la localisation des sequences ATG . II s'agit de sites 
potentiels pour 1 1 initiation de la traduction du mRNA de 
facteur IX. 

Le fragment BamHI /Be III qui peut £tre facilenent 
excise & part'ir de M13tg311 peut etre clone dans deux types de 
vecteurs d'expression. Le premier type de vecteur ccntient un 
signa* pour la transcription correcte, un site de fixation des 
ribosones et un site d' initiation ATG. Dar.."* ce vecteur, le 
facteur IX sera exprime sous forme d'une proteine fusionnee, 
car la traduction commence sur un promoteur en amont et se 
continue sur 15 nucleotides precedant le premier codon ATG 
dans la sequence du facteur IX. Ceci conduira au moins 3 5 
amino-acides fusionnes sur l'extremite de la sequence signal 
du facteur IX. 
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Le second type de vecteur comportera un signal pour la 
transcription correcte, et un site de fixation des ribosomes 
si nGcessaire. Dans ce vecteur la traduction du mRNA de facteur 
IX commencera au premier ou peut-etre au second ATG indiquGs 
dans la sequence prficSdente. Ces deux types de vecteurs com- 
porteront une origine de replication et un noyen de selection 
(resistance d un antibiotique ou complementation auxotrophique) 
dans les cellules hates appropri£es. 

De fa<;on que les cellules n'expriment pas seulenent le 
facteur IX mais puisse le secreter, la sequence signal doit 
Stre relativement intacte pour ce qui concerne la presence et 
la distribution des fragments d 1 amino-acides hydrophobes et 
hydrophiles. Comme cela a ete indique precedemment , la diges- 
tion de M13tg397B avec FnuDII eiimine les nucleotides 1-9 de la 
sequence signal du facteur IX. 

Compte tenu du fait que l'ATG le plus proche auquel 
peut etre effectuee la traduction dans les vecteurs du second 
type deer its precedemment se trouve situe aux nucleotides 17- 
19, ceci sicnifie que la sequence signal (si la traduction 
debute normalement a l'ATG eiiminS lors de la digestion par 
FnuDII, a ete ecourte de 5 amino-acides . De fa<jon 3 determiner 
si ces 5 amino-acides additicnnels sont importants pour la 
secretion et/ou pour 1 ' utilisation du facteur IX, la sequence 
de lucieotide eiiminee par digestion avec FnuDII est restauree 
«n utilisant 2 oligonucleotides synthStiques : 

A) 5* GATCCATGCAGCG 3 1 



B) 5' CGCTGCATG 
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La sequence soulignee dans 1 ' oligonucleotide A 
correspondant a la sequence Ccartee, moins le premier 
nucleotide T , du phage M13tg397B par digestion avec FnuDII. 
L'oligonucieotide B est compiementaire de 1 'oligonucleotide A. 
L'hybridation des oligonucleotides A et B donne la structure 
d double brins suivante qui possede des extremites BamHI 
cohesives : 

5 • GATCCATGCAGCG 3 ' 

3 • GTACGTCGC 5 1 

Les oligonucleotides A et B sont ligues avec le 
fragment de cDNA de facteur IX EcoRI/FnuDII qui a et6 purifie 
a partir de M13tg397B. Le phage M13MP701 traits par la phospha- 
tase-alkaline et soumis & la restriction par BamHI est alors 
ajoute pour' la ligation et la licaticn est effectu6e pendant 
toute une nuit. Un aliquote du melange de ligation final est 
transforme dans une cellule JM10-3. La sequence de nucleotide 
du phage recombinant M13tg315 qui a donne une plage blanche 
confirme que la construction est correcte. La digestion de 
M13tg315 avec BamHI libSre un fragment de cDNA de facteur IX 
dont la sequence 5* est la suivante : 

1 10 20 

5' G GATCCATGCAGCGCGTGAACATG////////FIX///////////G GATCC 3' 



BamHI BamHI 

La sequence correspondant £ 1 'oligonucleotide A a ete 
indiqufie ci-dessus en traits pointillSs. La sequence soulign6e 
correspondant aux 15 nucleotides qui codent pour les 5 amino- 
acides absents de la sequence signal du fragment de cDNA de 
facteur IX BamHI/Bglll de M13tg311. 
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Ces vecteurs M13tg311 et M13tg3l5 vont servir 
de source de cADN du facteur IX dans les experiences de 

clonage ci-apr£s : 

II ccnvier.t de re-arquer cue ies difffirer.tes sequences 
de nucleotides ficurar.t dans les dessins doivent £tre 
considSrSes cc.™e faisar.t expiicitement partie de la pr6ser.ce 
description, ces sequences n'cnt pas StS reproduites cans le 
corps du texte afin de ne pas i'aicurdir inutiler.ent . 

1) ?roc§d4s c5r.6 raux 

a) 3cuches.bact4rier.nes 

Les souches bact4rienr.es utilis4es dans le cadre de 
la pr^sente invention sent les suivantes : 

. TC-E9CC qui est une souche de 5. coli ayant les 
caractSristiques suivantes : su~?~his iiv bio ( \cl357iBamlKI) . 

. N6437, souche de E. cell ayant les caractSristiques 
suivantes : ""bis iiv cal* -ozrcC* : tnlO laclmlS 

{ .\c:32Tl3ar:-::! . 

. JM1C3 qui est une scuche de I . coli ayant ies 
caractSristiques suivantes : :'lac-?rc) sup 1, thi endA sbc=l5 
sttA rK~nK* / ? l traD36 crcAS* laci a lacZlr.15. 

b) Soucnes.de _levures 
Saccharcnyces cereviseae 
cecregecints T^Y'.spl 

7CY2sp4 
. toutes deux ura3~, his 2 . 

TGYlspl est un segregeant obtenu par croisement 
de la. souche GFR18 (Mator His3-ll-l5 Leu2-3-12) (FINK et coll.) 
avec la souche TGY10-1 (Mat Ura3-25 1-37 3-328) . La souche 
TGY10-1 est un d£riv£ isogdnique de la souche FL100 (ATCC 2283) 
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Les souches mentionnees precederjnent ont ete 
utilisees parce cu'elles etaient disponibles, mais 11 
est bien entendu qu'il est possible d'utiliser d'autres 
souches dans la mesure oil elles pr£sentent certaines 
caract§ristiques essentielles qui sont rappelSes dans le 
cours de la description detailiee. 

Des mini-preparations d'ADN de plasrr.ides ou de phages 
M13 sont effoctufies corrjrte cela est dScrit par Ish-Horowitz 
(1931) 3 la seule difference que l'ADN est precipite 

une seconde fois avec de 1'Sthanol avant d'etre utilise* 

Les naxi-pr£parat ions sont effectu£es come cela est 
decrit dans la publication pr£c£dente, avec une purification 
corr.plSnentaire par un gradient de densitS CaCl/bronure 
d ' fithidiun. 

c) Technigues^de^clonaces 

Le traiterr.ent des ADN avec des enzynes de restriction 
est effectuS, sauf indications contraires, en utilisant les 
conditions indiqu£es par le fabricant (New England Biolabs, 
Bethesda Research Laboratories et Boehrincer Mannheim) . 

Les oligonucleotides utilises proviennent soit de 
, Hana 



Jew England Bio 



Biologies et Worthington Biochemical 
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ou sont synthetisees par les techniques Kohli et coll, 

?ous les produits re 
che2 Amersham International, 



Tous les produits radioactifs int ete obtenus 
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Lorsque cela est necessaire, les phosphates des 
extrfimitSs 5 1 sont eiimines en utilisant, soit une phosphatase 
alcaline bacterienne, soit une phosphatase d'intestin de veau, 
pendant 30 minutes & 37*C dans le tampon d 'enzyme de restriction 

La reparation des extremites cohesives utilisant la 
polymerase de Klenow (Boehringer Mannheim) est effectufie a 
25°C pendant 15 minutes dans un melange de 50 mMol, Tris HC1, 
pH 7,8, 5 mMol. MgCl 2# 10 mMol . de 8-mercaptoethanol , 0,4 mMol. 
de dNTPs avec 1 'enzyme et 10 i 200 ug/ml d'ADN. ' 

La nuclease S l (Miles) est utilisfie £ 2 u/pg d 1 ADN 
a 25°C pendant 30 minutes dans un milieu 0,3 Mol. NaCl, 0,03 
Mol. NaOAc , pH 4,6, 0,003 Mol. ZnCl 2# 

Bal31 est utilisee selon le procfide de Panayotatos et 
coll. (1981). Les ligations sont effectu4es 3 15°C (sauf 
lorsque cela est indique dif f Sremment) pendant 4 k 24 heures 
en utilisant de I'ADN ligase T 4 (Boehringer Mannheim) avec 
100 mMol. de NaCl, 66 mMol. de Tris HC1, pH 7,5, 10 mMol. de 
MgCl 2 , 0,5 mMol. de spermidine, 0,2 mMol. de EDTA, 2 mMol. de 
DTT, 1 mMol. d'ATP, 0,1 mg/ml de BSA et 5 5 50 pg/ml d'ADN. 

Pour la ligation d'extr£nit£s cohesives, on utilise 
environ 30 unites/ml de ligase. Pour la ligation des extremites 
f ranches on utilise environ 100 unites/ml de ligase. 

Aprds chaque traitement enzymaticue, l'ADN est extrait 
avec le phenol, deux fois avec octanol - chloroforme (1:8) 
puis precipitation avec methanol. Dans le cas de petits 
fragments ( lOObp) une triple extraction avec le diethyiether 
rcmplace la precipitation a l'ethanol. 

Lorsque cela est necessaire, du tARN de E . coli ou de 
levure est utilise comme entraineur. Les adaptateurs moiecu- 
laires (Collaborative Research, Bethesda Research Laboratories, 
New England Biolabs) sont prehybrides et utilises en excSs 
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molaire de 10 £ 50 fois pour les extrSnitSs franches d'ADN 
utilisant les conditions de tampon dScrites prScedenunent 
avec 100 unit£s/ml de ligase T 4 a 4°C pendant 15 heures. 

L 9 insertion des linkers" non phosphorylls a 
5 4t4 effective de la facon suivante t 

Les linkers sont repris dans du tampon TE 
MOmM Tris.HCl pH 7,5, 1 mM NajEDTA) h la concentration 
de 1 mg/ml et prehybrid£s par ref roidissement de 65 *C k 
4 # C. La ligation est effective dans un tampon de concen- 

10 tration 30 mM NaCl, 30 mM Tris.HCl pH 7,5, 1mM spermidine, 

0,25 mM ATP, 2 mM DTT, 0,2 mM Na 2 EDTA et 0,1 mg/ml serum 
albumine bovine. En g6n£ial, la ligation (10 h 50 ul est 
effective avec un excfes molaire du linker sur les extrl- 
mit^s d'ADN de 80 fois, et une concentration d'ADN cible 

15 de 0,1 uM. La ligase est utilis£e & la concentration de 

100 & 200 unites/ml et la ligation est effectu^e h de- 
pendant 16 heures. Les linkers exc^dentaires sont £limin£s 
par precipitation & la spermine (Hoopes et Mc Clure, 
1981). L'ADN est ensuite repris dans 10 mM Tris.HCl pH 7,5, 

20 1 mM Na 2 EDTA, puis dilu£ dans du tampon d ' hybridation 

(100 mM Tris.HCl pH 7,5, 5 mM NajEDTA, 100 mM NaCl) . La 
rdhybridation est effectu£ comme la prdhybidation des 
linkers, et des aliquots sont transforms directement 
dans £. coli . Le principe de la m^thode est d6crit par 

25 LATHE et Coll., 1983. 

Lorsque l'on utilise des adaptateurs phosphorylSs , le 
mSlange de ligation est tout d'abord extrait avec un m§lange 
phfinol/chloroforme puis prficipitS avec de l'fithanol avant 
coupure spScifique avec les enzymes de restriction appropriSes 

30 puis precipitation avec le t£ trachlorhydrate de spermine. 
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Les cellules bactSriennes competentes sont 
preparfies puis transform€es avec les plasmides ou 
transfectSes par 1 ' ADN de M13 selon les procSdes decrits 
par Dagert et Ehrlich (1979). 

Les plasmides de levures sont introduits dans 
les levures suivant la technique aux sels de lithium de 
Ito et coll. 1983. 

La selection est faite sur un milieu minimum 
synthStique plus histidine (40 ug/ml) pour les segregeants 
mentionnSs prSc6demment . 

EXEMPLE 1 * 

Preparation de pTG320, vecteur d'expresslon dans les 
bacteries 

La synthase du plasmide pTG320 necessite 
d'une part la preparation d'un plasr.ide vecteur, pTG951. 

Ce plasmide pTG95l a ete cbtenu par une 
•strategie comolexe. 

La synthase de ce vecteur, qui est d4velopp4e 
dans le brevet fran?ais n° 83 19777 depose le 9 decembre 1933 
par la demanderesse , ne sera que briSvement rappeiee en 
regard des schemas ci-annex4s. 

a) Construction de pTG908 (fig. 7 , 8 et 9) 

Le plasmide de base utilise est le plasmide 
pBR322 ; toutefois, celui-ci presente 1 ' inconvenient 
d f avoir a l'int£rieur du g£ne Amp r un site ie restriction 
PstI, car un site de m£me nature sera utilise par la suite 
dans la zone de clonage comme site unique de restriction. 
II convient done de faire disparaltre ce site de restric- 
tion PstI en utilisant un mutant du plasmide pBR322, le 
plasmide pUC8 , dans lequel le gSne de resistance a 
l'ampicilline ne presente pas de site de restriction PstI 
(ce site a ete eiimine par mutation in vitro) . pBR322 
est commercialise notamment par Bethesda Research Laboratories 
et pUC3 est decrit dans l'article de Vieira J. et Messing J. 
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Pour ce f aire , on fichange ie fragment PvuI/FvuII 
de 1 669 bp de p3R322 avec le fragment analogue PvuI/PvuII 
du plasnide p'JCS . Afir. ce reaiiser cet Schance les plasnides 
p5R322 et p f JC8 sent traites successiveraent par Pvul, PvuII, 
5 puis circularises par action d'une ligase. 

On obtient ainsi le piasnide p?G902 qui ne prSsente 
plus ce site ce restriction PstI et qui a egalement perdu le 
site de restriction Ndel present I l'origine sur p3R322 
(non repr4ser.t§ sur la figure 7). En outre, le plasmide 

10 pTG90 2 porte un fragr.ent ie 50 bp correspondant a la sequence 
laci 1 cans iequei se trouve le site PvuII. 

Le prcmcteur ? y et le g£ne '.N (qui provient du phage 
>. , le g*ne \N cede pour une fonction d 'antiterminaiscn de 
transcription} sent Isolds du piasnide pKC30 pour Stre 

15 ins§r£s dans pTG902 comr.e cell est indicufi sur la figure 7 
ci-annexee par traiterr.ent Zco RI , SI, Bam HI pour pTG9C2 et 
par traiter.ent Pvu l , SI, Sam. HI pcur ?:<C30 avec ligation. 

L'ur. des p lasmides cbtenus apr^s transformation de 
la souche TGE90C , p7G906, est traite de fa-;cr. o eiimir.er le 

20 segment PvuII-Sall. Four ce f aire , pTG9C6 est traits success! 
vemer.t avec Sail, la nuclease Si, PvuII et la ligase. Cn 
obtient ainsi ;;TG9C7. 

On insure ensuite la " region de fixation des 
ribosomes" Xuilrbs iprovenant eile aussi du phage '-.) sous 

25 forme d'un fragment Aval/TaqI dans ie .cfibut du cSr.e lacZ 1 
(fragment -i de la £-gaiactcsidase) iequel a ete clone dans 
le phage M13 nommS M13tglI0'. Cette strat§gie cermet un test 
fonctionnel simple pour rbs, a savoir la production de la 
protfiine lacZ 1 et, par consequent, c'obtenir des plaques 

30 bieues en presence c'IPTG et de Xgal ; ceci permet Scaier.ent 
un secuenqage rapide de la construction en utilisant la 
r.ethcde cite du didecxy. 
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Cn obtier.t ainsi apr§s sSlec-'-icr. dans le's bact4nes 
ccr.p5ter.tes ur. clone resultant MI3tc9!C ccr.: la structure 
glccale est representee a la partie ir.ferieure de la figure 
8 . 

5 Le fragment cllrcs/iacZ * du phage y.l2tg9lC est trans- 

fers sur le plasr.ide vecteur pTG9CT prepare preceder^er.t . 

Pour ce faire, cn eiir.ir.e les sites IccRI, 3ar.HI et 
Aval en ar.ont ce cllrbs puis cn insure un site Sglll. 

Dans ces conditions, cllrbs peut Stre prSlevfi sous 
0 fcrr.e d'ur. fragment 3glII-BclII et place dans le site BarHI 
en aval du crcr.cteur ? L et du glr.e N* de ?7G907 . 

Le phage y.l2tg91C est cigere avec EccRI puis trait* 
avec 2al2 1 puis er.su its par la polymerase ce Kiencw. Les 
fragments cbtenus sent alcrs scur.is I 1* action de la iicase 
3 en presence d ' adaptateurs 3gl" ncn thcsphoryies . Le rr.41ar.ee 
ds ligation cbtenu est utilise pcur transferrer des cellules 
ccr.sStsr.tes JM102 . 

On seiecticnne alcrs les plages bleues. Ces clones 
sent ensuite analyses afin de verifier cu'ils contiennent le 
) site 5glII et qu'ils ne presenter.; plus de site ZcoRI cu 
Bar.HI en arcnt. On cbtient air.si des clones tels cue :■: 
912 dent la structure est representee sur la figure 9 . 
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Le traitement par Bal31 a produit u*e d«l#tion de 

101 bp lliminant les sites EcoRI, BamH* et Aval i ainai que 

les iSquences de lac ATG et lac Shine/Dalgarno. Le site 

Bglll introduit se trouve plac§ enrion 100 bp en amont de 

1 'ATG de ell et 10 bp en aval de P, 

lac 

Le fragment BamHI/SphI de pTG907, le fragment Bglll, 
Hpal portant cllrbs et lacZ' et I'adaptateur phosphoryie on- 
€te pr€hybrid€s dans un rapport molaire de 1:2:1 puis trait 
avec la ligase . Des aliquots sont utilises pour transfor: 
les cellules conpCtentes de la souche 6150 & 30°C. 

Les cellules IntSressan tes sont identifies en 

seiectior.nant les trans formants avec un fragment cllrbs/lac 
3 2 

marque au P et la construction obtenue est conCirmSe par 
une §tude de restriction enzymat icue . 

Afin d'avoir une preciSre indication montrant que 1 
differents Clements du systfcoe d'expression se conduisent 
conLT.e cela est desire, le plasmide obtenu. pTG9C8, est tran 
f€r€ dans une souche hfite N6437 qui possfcde £ la fois cl857 
le fragment u> de la 6-galactosidase complementary le fragme 
a qui est code par le plasmide. 

Les trans formajits obtenus placSs sur une bolte 
contenant IPTG + Xgal sont blancs i 28*C puis virent au ble 
environ 30 ttinutea aprfes lorsqu'on les transfftre a 42 # C. 

Ce vecteur avant d^tre utilise pour, doner FIX a ete 
adapts pour doner* 1 1 in^grferon X hunain : IFN-*, en fait pour 
le clonage de FIX la nature de la proteine intermediate clonee 
n'a pas d • importance , mais les vecteurs ont ete realises selon 
le schema ci-apres. 
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L ' analyse de la sequence des nucleotides de IFN-> 
pour les sites de restriction re-.ele un Fite IcoRII 3 8 bp en 
aval du depart de la protei'ne nature et un site Sau3ft S 285 bp 
en aval du cod or. stop, ce qui pernet d'isoler praticuener.t 
5 toute la sequence codant pour la proteine nature sur un 
fragment ScoRII/Sau3A. Le clone de IFN-Y obtenu a partir 
d'une banque est norw.6 pTGll. 

b) Construction de oTG9QS 

La figure 10 schematise la preparation de pTG909. 
10 on utilise tout d'abord une molecule d'adaptaticn 

syntheticue qui pernet : 

a) d'effectuer la jcncticn er.tre les extrer.ites IccRI 

et ^el , 

b) c' introd-ire les 8 bp na.ncuar.tes par rapport & la 
15 sequence cocant pour IFN-Y nature et, 

c) de reconstituer le ccdon de depart A7G de cllrbs 
de facor. cue la sequence codant pcur la prcteine IFN-y nature 
scit tracuite sans ar.inc-acides fusicnr.es a 1 'exception de 

1 ' ir.itiateur F-net. 
;c cet adaptateur est synthetase chir.icuener.t et sa 

constitution est representee sur la figure io . 

pTGll est ris en digestion avec Ecc?.:i et Sau2A et 




Les ffragr.er.ts appropriSs sont purifies Bur gel, 
rr.€lang§s avec une quantitft §quir,claire de 1 ' adaptateur , 
prfihybridSs ct ligfis. Le nfilange est utilis* pour transformer 
des cellules cor.pfitentes TGE9QC et les trar.sf orrr.ants sont 
sfelectionnfes en hybridant un insert PstI de pTGll •hlck- 
traduit" et rr.arqu§ au p 32 avec les transf orrr.ants . 

13 clones sont sfilectionnfis et cuntrCISs par carto- 
craohie et 1 1 un d'eux pTG9C9 est vSriffi* par s£quen?age. 
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c) Construction du vecteur ?TG941 

pTG909 contient 2 sites Ndel, I'un au codon de d§part 
de IFN-y et i'autre 22 bp en aval de la sequence IFN-y (voir 
f icureil ) . 

La region entre ces sites qui est la region codant po<j 
les 7 premiers ar.inc-acides de IFN-> a *t§ *liff.in*e par 
traitenent avec Ndel et rerr.placSe par ur. cligcnuclSotide 
synth^ticue qui est reprfisenrS sur la figure 1 l . 

Cette reaction cStruit le site Nde l aval et reconsti- 
tue le site Nde l ar.ont tout en introduisant un site BanKI qui 
est unicue. On obtient ainsi le vecteur ??G94I. 



20 d) Construction de ?TG951 

La figure 1-2 schematise la construction de pTG951 qui 
est un d§rivS de pTG941 dans lequel le fragment contenant le 
cllrbs a fitfi remplacS par une sequence synthfitique sur la base de 
la sequence de la region d' initiation de la traduction de l*op£ron 
25 E . coli lac not£ E. coll lac opSron rbs . Cet oligonucleotide 
synthStique a StS ins£r6 au niveau du site Hgalentre le site 
unique Nde l du codon de depart de la sequence codant pour IFN-2T 
et le site Clal qui a 6t6 ins§r£ dans le g£ne N. 




1 *'" * ' 
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De ce fait par traitenent avec S'de l et Clal le plasmide 
p?G951 ne contient plus qu'un g6ne N tronquS (un codon stop en 
phase avec la traduction du gfene N est placS imnSdiatenent 
en anont du nouveau site rbs) et est d€pourvu des terninateurs 
de transcription tLl et tRl presents dans pTG909 et pTG941. 

Le site rbs synth§tique de pTC951 contient un 6ite 
Bal l I lmr.§diatenent avant le codon de depart, il est done 
possible de faire des d§riv§s de pTG951 par 6cission avec 
Bgl ll suivi par diverses manipulations utilisant soit l'ADN 
polymerase I ou la nuclease SI, Ces d€riv§s prGsentent des 
variations dans la distance et les sequences entre la sequence 
de Shine/Dalgarno et l'ATG. Mais aucun des plasnides ainsi 
prepare ne pr^sente une activity sup§rieure au pTG951 lui-mSme, 



15 



~es orir,: 



*.t r appe 1 e 3 cans ie tableau 



ci-aor&s 



HON PROMOTEUR RBS SEQUENCE DE RBS ET JOKCTION AVEC LA SEQUENCE 



pTG909 PL 
pTG941 PL 
pTG951 PL 



fmet cy9 tyr cys gin s*p pro 
ClI TAAGGAAGTACTTACATATG TGT TAC TGC CAG GAC CCA 



fmet cys tyr cys gin asp pro 
ClI TAAGGAAGTACTTACATATG TGC TAC TGT CAG GAT CCC 



fmet cys tyr cys gin asp pro 
SYNTH CACAGGAACAGAGATCTATG TGC TAC TGT CAG GAT CCC 

(lac) 

Bglll 
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La construction cie pTG320 est schenatisee £ la 

figure 12. 

pTG951 comporte un site de clonage avec de 
nombreux sites uniques de restriction situS en aval du 
5 promoteur et du site de fixation des ribosomes. ImmSdiate- 

ment en aval du site de fixation des ribosomes lac 
synthetique se trouve situe un site Bglll. Lorsqu'un 
gdne heterologue est clone dans ce site, les sites de 
restriction uniques additionnels peuvent £tre introduits. 

10 Ces sites peuvent alors etre employes pour exprimer des 

g£nes h€t<§rologues additionnels, Comme pTG951 contient 
une sequence d* interferon humain qui contient un site 
unique BamHI, 21 paires de base en aval cu site Bglll 
un gSne heterologue peut etre aussi clone dans ce site. 

15 Le choix du site Bglll ou du site BamHI a utiliser depend 

du g§ne heterologue qui doit posseder un ATG initiateur 
immediatement en- aval des extr§mit4s cohesives de Bglll 
BamHI • Si comme cela est le cas dans ie facteur IX ceci 
n'est pas possible, le site BamHI doit etre utilise 

20 et la proteine sera exprirr.ee sous forme fusionr.ee avec 

5 des aminoacides de 1' interferon humain. 

Pour l'expression du facteur IX dans £. coli 
nTG951 a £t£ mis en digestion avec 3amHI et PstI, 
eiiminant ainsi les 5 aminoacides de la sequence de 

25 1 1 interferon S et insertion du fragment 3amHI/PstI 

provenant de M13tg311. La sequence du plasmide resultant, 
oTG320, au niveau de la fusion interferon y facteur IX 
est la suivante : 
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EXEMPLE 2 

Expressio n du facteur IX dans la levure 

Le vecteur d 'expression utilise est le plasmide 

pTG832. 

La construction du plasmide pTG832 est rappelee 
dans la figure 13. 

Le plasmide de depart est le plasmide pTG902 
obtenu a partir de pBR322 par deletion des sites PstI 
et Ndel. 
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Par digestion de pTG902 et du plasmide portant le 
gene ura3 (ne possedant pas de site PstI) avec Hindlll et 
ligation du produit de digestion, on obtient le plasmide 
pTG803. 

Le plasmide 2u de levure est mis en digestion avec 
Avail et Hindlll et les extremites sont rendues franches 
par traitement avec la polymerase de Klenow. Ce fragment de 
2u Avall/Hindlll est ligue avec pTG803 digere par Smal pour 
fournir le plasmide pTG807. 

Le gene ura3 et l'origine de replication du 2u sont 
liberes sous forme d'un fragment unique par digestion de 
pTG807 avec Hindlll. 

Ce fragment est traite par la polymerase de Klenow 
et clone dans le site Hindlll de pBR322 traite de facon 
similaire pour donner pTG831. 

Le gene de levure phosphoglycerate kinase (PGK) est 
mute de faccn que le site unique Bglll soit introduit a l'ATG 
d' initiation de la traduction de la proteine PGK. 

Le fragment Hindlll/Sall (2,15 kb) , comprenant le 
promoteur et le debut de la region codante du gene correspon- 
dant a la phosphoglycerate kinase de levure, a ete clone dans 
les mSmes sites du vecteur M13mp8. 

La creation d'un site Bglll au niveau de l'ATG 
initiateur de la phosphoglyceratekinase a et4 effectuee 
suivant les techniques classiques de wutagenese in-vitro 
(Gillam and Smith, 1979 gene 8, 99-106) . 

Pour ce faire, un oligonucleotide synthetique, de 
sequence 5' ATATAAAACAAGATCTTTATC 3', a ete utilise afin de 
modifier la sequence originale 5' ATATAAAACAATGTCTTTATC 3' ; 
l'ATG initiateur est ainsi rendu non fonctionnel du fait de 
son remplacement par la sequence AGA. 

Ce gene ainsi modifie est clone dans le plasmide 
PTG831 pour donner le plasmide pTG832. 
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Le terminateur de PGK situ* dans le fragment 
EcoRI/Hindlil est clone dans le site PvuII de P rol 22 
apres traitement de ses extrSmitSs a la polymerase de 
Klenow. Le plasmide resultant, P TG833, est mis en 
digestion avec Bgln et recirculate pour donner le 
vecteur depression final P TG834. Comme cela est indiqu* 
pr«c«d..nm.„t, le site unique Bglii dans ce vecteur est 
utilisable pour 1 'expression de gene necrologue dans la 
levure C'est dans ce site q ue le fragment de cADN 
TZ P roven ^<= ^ M13tg3H et les fragments de 

PXX BamHI de M13t ^15 ont et* clones pour donner 
respectiver.ent pTG318 et pTG324 . 
EXEMPLE 3 

Expression d u. facteur I X dan, !e s cellule 
U le plasnide pMQP 

Le virus BPV se divise en deux parties limitees 
par deux s.tes uniques de restriction Hindlli et BamHI 
qui «li„ut.„t deux fragments dits respectiv.rn.nt de 
69 V et de "31 

Le vecteur derive du 3PV mis en oeuvre cans 
cet exemple est denommS PM0 P. II est obtenu par intro- 
duction dans le site BamHI du 3PV. du marqueur dhfr codant 
Pour la dihydrofolate reductase sous le controle du 
promoteur precede de SV40 (voir figure 14) 

d. R p,„ ^ V6CteUr PM ° P C ° mPOrte 60 ° Utre un '«9«"«t 
de PBR322 portant le gene de resistance a 1 'ampicilline 

qui^provient du plasmide P ML2 dScrit par L USky et Botchan, 

Ce plasmide ' vecteur a etS prepare a 1'origine 
afin de doner la sequence codant pour une proteine 
antigenic de la rage. comme cela „ t dgcrifc dans ^ 
brevet francais n° 83 15716. 
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2) Le plasmide pTG158SAL (figure 15) 
Le g§ne codant pour la protSine antigSnique 
de la rage provient du plasmide pTG147 dont la cons- 
truction a 6t6 explicitSe dans le brevet franqais mention- 
5 nG pr6c£der.r.ent . 

Ce g£ne est pr§lev4 sous forme d'un fragment 
Bglll/Sall par digestion partielle de pTG147 pour fitre 
introduit entre les sites correspondants du plasmide 
pTG301 traits par Bglll/Sall. Ce plasmide pTG301 

10 comporte le gSne de la thymidine kinase (tk) et son 

promoteur (ptk) , il est obtenu par insertion dans le site 
BamHI de pBR322 d'un fragment BamHI-BamHI de 1' Herpes virus 
simplex portant tk et ptk, le traitement de restriction 
mentionnS 41imine le g§ne tk. 

15 Le produit de ligation ?TG156 comporte dans sa 

partie intSressante le g£ne de la rage sous le contrSle du 
promoteur de la thymidine kinase, le gSne Stant suivi du 
site de polyadenylation de SV40.(A). 

L ' introduction de l'intron de la globine est effec- 

20 tu§e 5 partir du phage M13tgl40,dont la construction est d§crite 

dans le brevet franqais, sous forme 'd'un fragment Bgl ll/ Bam HI 
qui est ins£r£ dans le site Bgl ll de pTG156 aprds d€l<§tion du 
fragment Bgl ll/ Bgl ll correspondant . Cette deletion ayant sup- 
pnm§ le g§ne de la rage, celui-ci est rSintroduit dans le site 

25 unique Bgl ll de pTG156 sous forme d'un fragment Bgl ll/ Bgl ll 

de pTG147. On obtient ainsi le plasmide pTG158. 

La partie essentielle de ce plasmide devant Stre 
pr61ev6e sous forme d'un fragment Sail/Sail (l'un des rares " 
sites uniques de pMOP) on introduit en amont du promoteur au 

30 niveau du site BamHI un petit fragment provenant de M13tgl20 * 

et comportant un site Sail. M13tgl20 est mis en digestion avec 
Bglll et BamHI et pTG158 avec BamHI, 1 'ensemble est 116 pour 
donner pTG158 SAL. 
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3) Synthase du vecteur (figure 15) 

Par digestion de pTG158 et de pMOP avec Sail et 
ligation on obtient le plasmide pTG172 qui comporte, outre 
1' ensemble des elements rappeies pour pMOP, le g$ne de la 
rage sous le contrGle du promoteur Ptk et terming par 
l'intron de la£globine et un site de polyadfinylation. 

Pour 1 'expression du fact'eur IX pTG158SAL 
est mis en digestion avec Bglll et recircularisfi pour 
donner pTG326. Ce plasmide contient tous les elements 
essentiels pour 1 'expression d'un g£ne heterologue 
dans une cellule de mammifere : 

. promoteur intron et site de polyadeny lation . 

Un site unique Bglll est place entre le 
promoteur et l'intron, ce qui permet l'expression de 
gSnes que l'on y clone. C'est dans ce site que le 
fragment de cADN BamHI/Bglll de FIX provenant de 
Ml3tg31l" et le fragment BamHI de FIX de M13tg315 ont 
ete clon4s pour donner respectivement pTG317 et pTG325. 

**) - Expression du facteur IX 

a) Expression dans les bactSries 

Comme cela a ete indique pr§c$demment , ia 
transcription 3 partir du promoteur de PL de X est 
contrdiee par une proteine cl857 thermolabile codee 
par la cellule hGte. A 30°C la transcription 1 partir 
du promoteur PL est inhibee compte tenu de l'effet de 
regulation negatif de la prcteine cl857. A une tempe- 
rature sup€rieure (supfirieure & 35°C) la proteine 
cl857 thermolabile se denature, elle lib§re ainsi le 
contrfile negatif de la transcription d partir de PL. 
Les produits proteiniques de la fermentation de la 
souche de E. coli TG900 transformSe par divers vecteurs 
est effectue par marquage et immunopr£cipitation. 

La figure 16 montre les produits proteiniques 
marques 1 la methionine 20 f»Ci/ml pendant 1 minute 

et pr£cipit£s avec un anti-serum de lapin anti-facteur IX. 
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La ligne 1 correspond au standard de poids 
moieculaire . 

Les lignes 2, 3 et 4 correspondent au plasmide 
pTG320 (facteur IX) . . 

Les lignes 5 et 6 correspondent au' vecteur 
plasmidique pTG951. 

Les lignes 4 et 6 correspondent cl des cultures 

3 30°C. 

Les lignes 2, 3 et 5 correspondent £ des 
cultures S 37°C. 

La ligne 2 est la mSme que la ligne 3, sauf 
que 1 ' immunoprScipi tation est effectu£e en presence de 
10 v g de facteur IX conune compStiteur. 

Comme cela est indiquS par la flSche, 1* induction 
de pTG320 a 37°C produit une protei-e qui est specifique- 
ment imnunopr§cipit6e par 1' antiserum de lapin anti-facteur 
IX, Le poids moieculaire apparent de cette protSine est de 
47 000 daltons. L'antiserum utilise a ete prepare en 
utilisant une preparation de facteur IX natif purifie. 

Ceci a ete confirme puisque la proteine du facteur 
IX purifiS non marquee peut entrer en competition au 
niveau de 1 1 immunopr§cipitation avec la proteine de 
4/ 000 daltons (ligne 1). II faut mentionner que le facteur 
IX produit par les bactfiries 5 la difference du facteur IX 
natif utilise pour preparer l'antiserum est ni glycosylS 
ni if -carboxylft . En depit de ceci, le facteur IX 

produit par les bacteries est reconnu par l'antiserum de 
lapin anti-facteur IX natif. 



8ii/05125 



47 



PCT/FR85/00109 



La taiLle espSr^e pour le facteur IX produit 
dans cette construction est de 51 300 daltons. Ceci tient 
compte des 8 amino-acides de 1 1 interferon er qui sont 
fusionn£s 3 la sequence signal du facteur IX. 

La taille observee pour le facteur IX bactSrien 
est signif icativement plus petite que la taille espfirSe 
et correspond de faqon plus proche 1 la proteine mature 
dans lequel on a supprimS la sequence signal et la 
pr£prot§ine (46 000 daltons). Ainsi f le mecanisme de sepa- 
ration specif ique qui est responsable de 1 'elimination de 
la sequence signal et de la sequence de la preproteine du 
facteur IX pourrait etre f cnctionnelle dans C. coli. 
Expression de facteur IX dans 
Saccharomyces cerevisiae 
Les experiences suivantes sont effectuees pour 
determiner si les cellules comportant le plasmide recom- 
binant pTG3l8 synthetise le facteur IX. 

La culture en phase logar ithmique de pTG834 
(vecteur) et pTG318 (facteur IX) est effectuee en milieu 
minimum jusqu'au milieu de la phase logari thmique . Un 
aliquote de 5 ml est preieve pour chaque culture et les 
proteines sont marquees avec de la methionine S35 pendant 
20 minutes £ 30°C. Les cellules sont recoltees par cen- 
trifugation, remises en suspension dans 0,5 ml TGE qui 
contient un melange inhibiteur de protease puis lysees 
par la methode des billes de verre. Aprds clarification 
par centrifugation, les proteines dans les extraits 
cellulaires sont analysees par eiectrophorSse sur gel de 
polyacrylamide SDS. Le profil des proteines synthetisees 
est indique a la figure 17: 
. ligne 1 pTG834 
. ligne 2 pTG3l8 

. M standard de poids moieculaire. 
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La flSche indique la position de la bande 
(poids moieculaire 57 000 daltons) . qui est particuliSre- 
ment intense en particulier dans le facteur IX obtenu a 
partir de pTG3l8. 

La taille de cette protfiine est en accord avec 
la taille espgrSe, si la forme nature du facteur IX plus 
le signal (50 600 daltons) est glycosyiee, un procede 
qui apparalt dans les levures et qui est connu pour ajouter 
a peu prds 7 000 daltons au poids moieculaire apparent du 
facteur IX. On 'crouve une repartition 1 peu prSs similaire 
des proteines pour le plasmide pTG324 qui contient, en 
outre, 5 amino-acides additionnels 1 l'extrSmitfi N terminal 
du peptide signal de facteur IX. 

D'autres informations confirment I'expression du 
facteur IX dans les levures . portanr les plasmides recom- 
binants pTG3l8 et pTG324 et proviennent d'une analyse ELISA 
des extraits cellulaires. A titre de contrflle, les extraits 
cellulaires portant le plasmide pTG334 ont egalement 6tfe 
testes et il a ete demontre qu'il Stait incapable de preparer 
l'an-tigSne du facteur IX. Ces experiences ont fitfi effectuees 
a l'aveugle, 1 1 experimentateur ne connaissant pas les sources 
et les preparations des echantillons qui etaient analyses 
par ELISA. Les resultats de cette analyse sont representes 
au tableau I. La methode employee pour la determination 
quantitative de I'antigSne de facteur IX est decrite. 
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L'expression du facteur IX dans les 

cellules de mammiferes 
Des lignees cellulaires de cellules de mammiferes 
sont trans formees avec le plasmide pMOP ou les derives 
pTG317 ou pTG325 contenant le facteur IX dans le bloc 
d'expression fourni par le plasmide pTG326. 4 lignees 
cellulaires ont ete transformees : 
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NIH-3T3 : (fibroblaste d'embryon de souris) ; 
LMTK : (fibroblaste d'embryon de souris) ; 
MDBK : (rein de bovins) 
VERO : (rein de singe) . 
5 Des rSsultats ont ete obtenus pour les cellules 

NIH-3T3 et LMTK et sont actuellement en attente pour les 
lign§es MDBK et VERO • 

Comme cela a ete indique precedemment , le vecteur 
employs pour exprimer le facteur IX dans les cellules de 
10 manmifdres (pMOP) permet la selection de transf ornants 

stables en prSsente de 1 'antimetabolite methotrexate. Ainsi 
apr§s transformation des cellules par la technique standard 
utilisant la precipitation de I'ADN au phosphate de calcium, 
les transformants sont seiection.nes en presence de 0,4 ug/ml 
15 de methotrexate. Les colonies de cellules transf ormees sont 

detectees visuellement sans l'aide de microscope au bout 
de deux A trois semaines. Ces colonies peuvent alors etre 
isoiees, cultivees et analysees separement. 

Le resultat d'une immunoprecipitation des proteines 
20 marquees a la methionine S35 avec un serum de lapin anti- 

facteur IX natif pour diffSrentes colonies isolees de cellules 
de NIH-3T3 portant le plasnide pTG3l7 est represente a la 
figure 18: 

ligne 1 contrGle non transforms cellule 3T3, 
25 ligne 2 melange de differentes colonies, 

ligne 3 marqueur de poids moieculaire, 

ligne 4 pTG317 clone 7, 

ligne 5 pTG317 clone 1, 

ligne 6 pTG317 clone 9, 
30 ligne 7 pTG317 clone 4, 
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Comme cela est indiquS dans les lignes 2, 4, 5 et 
on observe une expression trSs forte d'une prot§ine de 
62 000 daltons immunopr§cipit6e sp£cif iquement avec un anti 
s£rum de lapin anti-facteur IX. La presence ou 1' absence 
de cette protSine est en correlation avec la detection de 
1'antigSne du facteur IX dans les extraits cellulaires 
analyses par ELISA . 

La protSine de 62 000 daltons ne forme pas une 
bande aigue dans les conditions d 1 SlectrophorSse utilisSes. 
Comme cette glycoprotetne forme une bande diffuse carac- 
tSristique sur gel de polyacrylantide SDS , ce rSsultat 
suggdre que le facteur IX obtenu 3 partir des cellules 
3T3 transform£es par pTG317 peuvent 5tre glycosylfies. 

De faqon a determiner si la prot§ine de 
62 000 daltons est une glycoprotein , les extraits cellu- 
laires marques £ la methionine S35 de 3T3 .pTG3 17. clone 7 
(ci-apr§s 3T3.317.7) sont nis en incubation avec la 
concanavaline A-sepharose (Pharmacia) . Dans les conditions 
employees, la glycoproteine est specif iquement absorbee 
au derive de Sepharose. Le facteur IX restant dans le 
surnageant aprSs incubation avec ConA-SSpharose est 
determine par immunopr§cipitation et est compare S la 
quantity de facteur IX immunopr£cipitable avant incubation 
avec ConA-sepharose . 

Jans ces conditions, la proteine de 
62 000 daltons est quantitativement eiiminee de I'extrait 
3T3.317.7 par absorption sur ConA-sepharose . 

Le fait que cette absorption ne soit pas due 
a une absorption non spScifique des protSines sur ConA- 
sepharose est demontr£e car seule le proteine de 
62 000 daltons est prSlevSe alors que les proteines de 
1'arriSre plan demeurent dans le surnageant. 
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L 1 analyse de proteine marquee a la methionine S35 
sans immunoprecipitation montre la presence d'une proteine 
de 72 000 daltons dans tous les cas dans laquelle un antigSne 
de facteur IX est detecte par ELISA et immunoprecipitation 
d'une proline de 62 000 daltons, L'identite 
de cette proteine de 72 000 daltons est incertaine ; 
toutefois elle est clairement associee avec la presence 
de 1'antigSne de facteur IX dans les cellules 3T3 trans- 
formees. II est possible que cette proteine reprSsente 
un prficurseur biosynthfitique de la proteine de 62 000 daltons. 
Les experiences qui vont Stre decrites dSmontrent que cette 
proline de 72 000 daltons est specif iqueraent immunoprecipitee 
par un anti-serum de lapin anti-facteur IX. 

La resistance au methotrexate dans 3T3.317.7 
provient de l'expression du g§ne de La dihydrofolate reductase 
(dhfr) portee par le plasmide. Si la concentration de 
methotrexate est accrue, une certaine proportion des 
cellules repondra en augmentant le nombre de copies du 
gdne de dhfr. Comme les sequences de dhfr et du facteur IX 
sont situees sur le plasmide pTG317, . n pense pouvoir 
ainsi, en augmentant la dose de methotrexate, co-amplifier 
l'expression de dhfr et du gene de facteur IX. Pour tester 
cette hypothSse , le methotrexate est ajoute a la culture 
de 3T3.317.7 a une concentration variant entre 0,4 et 
8 >ig/ml. 

Aprds plusieurs semaines de culture £ ces 
concentrations, les cellules sont marquees avec de la 
methionine S35 comme -ce la est decrit precedemment et les 
proteines analys6es sur gel de polyacrylamide SFS. 
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La figure 19 montre les resultats obtenus. 
LSgendes des figures 19 et 20. : 
ligne 1: cellule 3T3, 

ligne 2: cellule 3T3 transformSe par pMOP, 
5 lignes 3, 4, 5 et 6 :3T3.317.7 concentration de metho- 
trexate (microgramme/ml) . 
ligne 1: 0 
lignes 2 et 3: 0,4, 

lignes 4, 5 et 6: 2, 4 et 8 jag respectivement . 

10 Comme cela ressort de la figure 19 , en augmentant 

la concentration de methotrexate, on augmente de fagon 
significative la synthase de proteine de poids 
molSculaire 72 000 daltons. Ces proteines corres- 

pondent en premiere approximation d la proteine de 

15 62 000 daltons qui est immunopr$cipi tee avec un anti-serum 
specifique et dans le second cas 3 la proteine de 72 000 
daltons que l'on observe dans l'extrait cellulaire total. 

L'extrait cellulaire precedent est analyse 
par immunoprecipitation avec un anti-serum de lapin 

2o anti-facteur IX natif. Les resultats sont reproduits a 
la figure 20. Comme on peut le constater, la proteine 
de 72 000 daltons qui a StS observSe «S la figure 19 
augmente en intensity lorsque l'on augmente la concen- 
tration de methotrexate et elle est immunoprecipitee 

25 specif iquement avec l f anti-serum de lapin anti-facteur IX 
natif. La relation entre dose et effet pour la proteine 
de 62 000 daltons est moins claire. Si comme cela a ete 
indique precedemment , la proteine de 72 000 daltons 
represente un precurseur de la proteine de 62 000 daltons, 

30 il est possible que 1 • impossibilite d'observer une relation 
dose-effet pour la proteine de 62 000 daltons soit due 
aux conditions experimentales ; par exemple la duree du 
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marquage est trop courte par rapport au terap3 nScessaire 
pour la transformation de la proteine de 72 000 daltons 
en proteine de 62 000 daltons. 

Dans les experiences de la figure 21, les immuno- 
5 precipitations sont effectuSes en presence ou en 1* absence 
de 10 jag de facteur IX sous forme d f immunocompStiteur , Le 
r^sultat demontre que la proteine de 62 000 daltons est 
specif iquement immunocompetitive avec le facteur IX natif. 
Une competition ieg§re de la proteine de 72 000 daltons 
10 est observee, mais les resultats sont beaucoup moins nets. 
Legendes de la figure 21 : 
ligne 1: extrait de cellule LMTK, 

ligne 2: extrait de cellule LMTK co-transf ormee avec 
pTK et pTG3l7, 

15 ligne 3: cellule 3T3 

ligne 4: cellule 3T3 transfomee par un plasmide, 
ligne 5: marqueur de poids moieculaire, 
lignes 6 et 7: 3T3.317.7, 

Les lignes 15 4, 6 et 7 sont immunoprecipitees 

20 avec un anti-serum de lapin anti-facteur IX natif. L'immuno- 
precipitation dans la ligne 7 est effectuee en presence 
de 10 ug de facteur IX natif comme conpeti teur . La fldche 
indique la position de la proteine de 6 2 000 daltons. 

De fa^on £ determiner si la proteine de 62 000 

25 daltons est une glycoproteine comjne cela est suggere par 
une nature diffuse sur gel de polyacrylamide SDS et par 
sa fixation par la sepharose ConA, les cellules sont mises 
en incubation pendant une nuit en presence de 3H-mannose, 
3H-galactose et 3H-glucosamine. L* incorporation de ces 
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pr£curseurs radioactifs dans une prot€ine constitue une 
indication de 1 1 attachement d'une chalne de carbohydrate . 
Les protSines marquees sont alors analysSes par immuno- 
precipitation avec un anti-s4rum de lapin anti-facteur IX 
natif. 

Conune cela ressort de la figure 22, la protdine 
de 62 000 daltons est marquee dans ces conditions, ce qui 
confirme la presence d'une chalne de carbohydrate attachSe. 

La lSgende de la figure 22 est la suivante: 
lignes 117: comme pour la figure 2o, 
lignes 8, 9 et 10: cellule marquee avec 3H-mannose, 

3H-galactose et 3H-glucosamine . 
ligne 8: cellule 3T3, 

ligne 9: cellule 3T3 transform^ avec pMOP, 
ligne 10: 3T3.317.1. 

Conclusions, le facteur IX a St£ exprimS dans E^colJL, 
Saccharonyces cerevlslae et les lign£es cellulaires 3T3 et 
LMTK. Dans E. coli la taille de la protSine du facteur IX 
produite (47 000 daltons) correspond cl celle du polypeptide 
nature moins la sequence signal et la pr£-prot§ine . 

La determination de la sequence d 1 amino-acides 
de l'extremite N terminale de la protSine produite bacte- 
riennement peut 5tre utilis£e pour determiner si tel est 
bien le cas. 
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Compte tenu des modifications post-traduction- 
nelles spScifiques n£cessaires pour 1'activitS du facteur 
IX, il convient d'envisager la modification du produit 
bact§rien de fagon 1 pouvoir au moins le carboxyler, 
par exemple en utilisant des preparations de membranes 
microsomales eucaryotiques (par exemple de foie, de rate 
ou de rein) . 

Dans les levures, la taille du produit de 
facteur IX (57 000 daltons) est nettement plus grande 
que celui produit dans E . coli . Ceci peut Stre dQ Z la 
glycosylation du facteur IX dans les levures. 

Dans les cellules eucaryotiques, deux prolines 
a 62 000 daltons et a. 72 000 daltons immunoprScipitent 
specif iquement avec un anti-s£rum de lapin anti-facteur IX 
natif. Une relation de type prScurseur-produit peut 
exister entre ces prolines. 

La nature diffuse de la protfiine de 62 000 daltons 
sur gel de polyacrylamide SDN, sa fixation sur la sSpharose 
ConA et 1 1 incorporation de prScurseurs radioactifs qui 
marquent les glycoprotSines dans ces protSines, indiquent 
largement que la protSine de 62 000 daltons est la forme 
glycosyl4e du facteur IX. 

Pour une activity biologique, 12 substituants 
d'acide glutamique & l'extrfimitfi N terminale du facteur IX 
doivent Stre <-carboxyl£s . Le systSme enzymatique qui 
produit cette modification est dSlicat a manipuler et l'on 
espdre que les lignSes cellulaires qui exprimeront couram- 
ment le facteur IX effectueront elles-mfimes cette modifi- 
cation. 

Une 6tude prSliminaire qui dSmontre que 100 % 
de l'antig§ne de facteur IX present dans la lignSe 3T3. 317.1 
absorbe le citrate de baryum (une propriety physico-chimique 
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des facteurs de coagulation dependant de la vitamine K 
dont on pense qu'elle est en partie due' 1 la presence 
d'acide y-carboxyglutamique) , indique que la modification 
correcte intervient ef f ectivement . 

Les souches suivantes ont 6t6 d£pos£es h la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) 
de I'Institut Pasteur, 28 rue du Docteur-Roux , Paris 15£me 
le 30 avril 1985 : 

E. coli comportant le plasmide pTG320, sous le n° 1-444 > 
E. coli comportant le plasmide pTG318, sous le n° 1-44 3 
E. coli comportant le plasmide pTG325, sous le n° 1-44 5 
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TABLEAU I 



AntlgSne Activity 
Echantillon Plasmide FIX . Aq FIX;C 

(%) (%) 



Levure contrCle cellule homog. 


pTG83 4 


0,0064 


0,05 


Levure FIX cellule homog. 


pTG3i8 


0,238 


0,05 


Levure contrflle culture sup. 


pTG8 34 


0,0098 


0,022 


Levure FIX culture sup. 


PTG318 


0,0061 


0,02 


E . coli contrfile homog . 30° 


pTG951 


0,0405 


0,02 


E. coli contrfile homog. 37° 


pTG9 51 


0,0422 


0,02 


E. coli FIX homoo. 30° 


pTG320 


0,328 


0,08 


E. coli FIX homog. 37° 


pTG320 


1,37 


0,01 


3T3 contrfile culture sup. 


- 


0,010 


9,5 


3T3-317 culture sup. 


pTG317 


0,256 


9,1 


3T3-317 clone 7 


OTG317 


0,036 


10,7 


3T3-317 clone I 


pTG3l7 


0,255 


10,0 


3T3-317 clone 9 


pTG3i7 


0,010 


8,8 


3T3-317 clone 4 


pTG317 


0,0743 


9,4 


3T3 contrGle culture sup. 




0,008 


5,7 


3T3-317-1 


pTG3L7 


0,45 


5,0 


3T3 contrGle culture homog. 




0,004 


12,5 


3T3-317-1 


PTG317 


1,4 


0,3 


3T3 contrflle culture BaCl2 ppt. 




0,0075 


3,15 


3T3-317-1 culture BaCl2 ppt. 


pTG317 


1,4 


1,7 


3T3 contr61e culture sup. 








precipit$ avec BaCl2 




0,005 


0,4 


3T3-317-1 culture sup. 








pr£cipit§ avec BaCl2 


pTG317 


0,09 


26 


3T3 contrfile culture homog. 




0,017 


30,26 


3T3-317-1 


PTG317 


1.41 


0,4 


3T3 contrSle culture sup. 




0,027 


6,5 


3T3-317-1 culture sup. 


pTG317 


0,37 


7 


3T3-325 clone 1 culture sup. 


pTG325 . 


0,269 


8 


3T3-325 clone 2 culture sup. 


pTG325 


0,213 


8 


3T3-325 clone 3 culture sup. 


pTG325 


0,202 


10 


3T3-325 clone 4 culture sup. 


pTG325 


0, 115 


9,5 


3T3-325 clone 5 culture sup. 


pTG325 


0, 125 


0,65 
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REVEND I CAT IONS 

1) Vecteur de clonage et d* expression d'une 
proteine analogue au facteur IX dans des cellules, 
caract§ris§ en ce qu'il comporte au moins : 

- une sequence d'ADN codant pour ladlte 
prot4ine analogue au facteur IX : ADN.FIX ; 

- les SISments assurant 1" expression de 
cette sequence dans lesdites cellules. 

2) Vecteur selon la revendication 1, 
caract£ris§ en ce qu'il comporte une origine de 
replication autonome dans lesdites cellules, 

3) Vecteur selon I'une des revendications 

1 et 2, caracterisS en ce qu'il comporte un caractSre 
de sSlecticn positif s'exprimant dans lesdites 
cellules . 

4) Vecteur selon I'une des revendications 
13 3, caract£ris§ en ce qu'il comporte en amont de la 
sequence d'ADN. FIX au moins un promoteur. 

5) Vecteur selon la revendication 4, caract§ris£ 
en ce que la promotion de la sequence d'ADN. FIX est assur£e 
par un promoteur bactSrien suivi d'un site de fixation 

des ribosomes. 

6) Vecteur selon la revendication 5, caract§ris6 
en ce que le promoteur est constituS par tout ou partie 

du promoteur PL du phage A . 

7) Vecteur selon I'une des revendications 

5 et 6, caract£ris€ en ce que le site de fixation des 
ribosomes comporte au moins la sequence : 



ATAACACAGGAACAGATCTATG 
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8) Vecteur selon l'une des revendications 
3 a 7, caracterise en ce que le caractSre de selection 
positif es- un caractSre de resistance £ un anti- 
biotique s'exprimant dans les bacteries. 
5 r 9) Vecteur selon l'une des revendications 

1 a 4, caracterise en ce que la promotion de la sequence 
d 1 ADN .FIX est assur§e par un promoteur de levure et en 
ce que la sequence d' ADN. FIX est terminee par un termina- 
teur de levure. 

10 10) Vecteur selon la revendication 9, 

caracterise en ce que le promoteur et le terminateur 
sont le promoteur et le terminateur de PGK. 

H) Vecteur selon l'une des revendications 
10 et 11, caracterise en ce que l'origine de replication 

15 est l'origine de replication du plasmide 2 y. 

12) Vecteur selon l'une des revendications 

9 £ 11, caracterise en ce que le caractSre de selection 
positif est fourni par le gSne URA3. 

13) Vecteur selon l'une des revendications 
20 1 a 4, caracterise en ce qu'il comporte une origine de 

replication dans les virus. 

14) Vecteur selon la revendication 13, 
caracterisfi en ce qu'il comporte l'origine de replication 
de SV40 ou de BPV. 

25 15) Vecteur selon l'une des revendications 

13 et 14, caracterise en ce que le promoteur est constitue 
de tout ou partie d'un promoteur de SV40 ou par tout ou 
partie du promoteur de la thymidine kinase du virus 
Herpes simplex. 

30 16) Vecteur selon l'une des revendications 

13 a 15, caracterise en ce qu'il comporte en outre un 
gdne marqueur s'exprimant dans les cellules eucaryotes. 
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17) Vecteur selon l'une des revendications 
13 5 16, caractSrisS en ce que la sequence d'ADN FIX 

est suivie d'un intron et/ou d'un site de polyadSnylation . 

18) Vecteur selon l'une des revendications 

13 a 17, caract£risfi en ce qu f il comporte tout ou partie 
du g£ne du BPV et une sequence comportant dans 1'ordre 
tout ou partie d'un promoteur de virus, la sequence 
d # ADN FIX, un intron et un site de polyadSnylation. 

19) Vecteur selon l'une des revendications 

Z * 3, caract£ris6 en ce qu'il s'agit du plasmide pTG320. 

20) Vecteur selon l'une des revendications 9 a 12, 
caract<§ris£ en ce qu'il s'agit du plasmide pTG318 ou pTG324 . 

21) Vecteur selon l'une des revendications 13 a 18, 
caract$ris$ en ce qu'il s'agit du plasmide pTG317 ou pTG325. 

22) BactSries transformSes par un plasmide 
selon l'une des revendications 1 3 3 et 19. 

23) Bact6ries selon la revendication 22, 
caract§ris£es en ce qu'il s'agit d'une souche de E. coli. 

24) Levures transformSes par un plasmide 
selon l'une des revendications 114, 9 3 12 et 20. 

25) Levures selon la revendication 24, 
caractSrisSes en ce qu'il s'agit d'une souche de 
Saccharomyces cerevisiae. 

26) Cellules de mammifSres transform4es par 
un vecteur selon l'une des revendications 13 4, 

13 3 18 et 21. 

27) ProcfidS de preparation d'une protSine 
analogue au facteur IX, caract§rise en ce qu'on cultive 
une bactSrie, levure ou cellule selon l'une des reven- 
dications 22 3 26 et que l'on r£cup§re la protSine 
analogue au facteur IX produite. 

28) ProtSine analogue au facteur IX obtenue par 
la mise en oeuvre du procSdS selon la revendication 27. 
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29) ProtSine analogue au facteur IX obtenue au 
moins en partie par culture de cellules bactSriennes , 
de levures ou de mammifSres • 
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